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研究成果の概要： 
 プロテオミクス・メタボロミクス手法を駆使して生体内小分子の機能解析法の構築を試みた。

新規に開発した cleavable affinity gel を用いる抽出法により、小分子結合タンパク質を一挙に

捕捉でき、nanoLC/ESI-MS/MS と組み合わせることでそれらの一斉解析が可能となった。ま

た、新たに構築したリン酸化タンパク質解析法は、複雑なタンパク質混合物中のリン酸化タン

パク質を選択的に捉えることができ、しかもその修飾部位も容易に解析できることが明らかに

なった。 
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：薬学・物理系薬学 
キーワード： 分析化学、胆汁酸、結合タンパク質、アフィニティー抽出、リン酸化タンパク質、 
 ケノデオキシコール酸、疑似ニュートラルロス、ペルオキシレドキシン 
１．研究開始当初の背景 

肝においてコレステロールより生合成さ
れる胆汁酸は、肝細胞における一方向の効率
の良い輸送機構により、その大部分が腸肝循
環しており、脂質の吸収に重要な役割を果た
す。近年、胆汁酸が核内レセプターFXR の天
然のリガンドであることが報告され、それが
自身の生合成の律速酵素であるCYP7A1の転
写を抑制することが明らかにされている。そ
れ以来、胆汁酸のシグナル分子としての機能
が注目され、最近では酸化ストレスやアポト
ーシス、がん化への関与も報告されている。 
 胆汁酸の結合タンパク質としては、血清ア
ルブミンの他、3α-ヒドロキシステロイドデヒ
ドロゲナーゼ、ileal-bile acid-binding protein、

FXR 及び各種膜トランスポーターなどが知
られている。胆汁酸は疎水性分子であり、通
常生体内では種々のタンパク質と結合して
いることから、胆汁酸のシグナル分子として
のダイナミクスを解明し、その機能を理解す
るには、結合タンパク質の全容を明らかにす
ることが不可欠となる。 

胆汁酸のような低分子に対する結合タン
パク質を解析するには、まず対象分子を固定
化したゲルを用いて抽出する必要がある。し
かしながら、この方法では非特異的吸着タン
パク質との区別が難しく、結合タンパク質を
一義的に同定することは困難である。最近研
究代表者は、ジスルフィドリンカーを介して
低分子リガンドを不溶性担体に固定化した



ゲルを開発し、これを用いることにより結合
タンパク質を特異的に抽出できることを見
出した（Anal. Chem. 78, 4668-4675, 2006）。本
研究では、研究代表者らのこうしたタンパク
質解析に関する基礎的研究の成果を活用し、
胆汁酸ダイナミクスに関わる結合タンパク
質を一挙に解析する手法の構築を試みる。 

一方、細胞内シグナル伝達には、各種キナ
ーゼによるタンパク質のリン酸化が関与す
るが、最近研究代表者はリン酸化修飾タンパ
ク質の特異的解析法の構築に成功している。
これにより、胆汁酸のシグナル伝達パスウェ
イの解析が可能となり、胆汁酸の生体内の挙
動をタンパク質レベル及び胆汁酸分子レベ
ルから正確に捉え、その下流のシグナル挙動
をも把握することにより、シグナル分子とし
ての胆汁酸機能の全容解明が期待できる。以
上のような観点から、本研究に着手した。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、プロテオミクス手法を駆
使して、胆汁酸の細胞表面のレセプターやト
ランスポーターおよび細胞内あるいは血中
キャリアータンパク質などの結合タンパク
質の全容を解明することである。さらに、胆
汁酸シグナル伝達メカニズムを解析すると
ともに、メタボロミクス手法を用いて抱合代
謝物を含む胆汁酸のダイナミクスを解析し、
胆汁酸シグナルの脂質・糖代謝のホメオスタ
シスに果たす機能の全容解明を目的とする。 

本目的を達成するために、具体的には１）
膜タンパク質を含めた胆汁酸結合タンパク
質の解析、２）胆汁酸の成長ホルモンとの結
合の意義解明、３）胆汁酸シグナル伝達解析
法の構築、４）脳内胆汁酸クリアランスメカ
ニズムの解析、５）胆汁酸およびその抱合代
謝物のメタボロミクスについて検討し、胆汁
酸がシグナル分子として機能する場面を特
定するとともに、タンパク質のリン酸化・脱
リン酸化、タンパク質相互作用解析を含めた
汎用性の高いシグナル伝達解析手法を構築
し、それらの研究成果を統合して胆汁酸シグ
ナルの全容を解明する。 
 
３．研究の方法 
（１）胆汁酸結合タンパク質の解析 
 ラット肝ホモジネートやヒト由来培養細
胞を細胞分画し、ケノデオキシコール酸
（CDCA）を固定化した cleavable affinity gel
と混合し、肝細胞内の結合タンパク質を網羅
的に捕捉する。リンカーの切断により回収さ
れる結合タンパク質群につき、トリプシンを
用いて酵素消化する。次いで、それらペプチ
ド断片混合物を nanoLC/ESI-MS/MS に付して、
すべての結合タンパク質を同定し、各タンパ
ク質の emPAI を求める。次に、コントロール
ゲルを用いて抽出した試料と未抽出試料に

ついても同様の操作に付し、emPAI の比較に
より CDCA に親和性の強いタンパク質を特
定する。 
 
（２）胆汁酸と成長ホルモンとの結合解析 
 CDCA と成長ホルモン（GH）の結合につ
いて検証するため、まず CDCA のアシルアデ
ニレートを用いてリコンビナントのラット
GH に対してアフィニティーラベル化を試み
る。還元アルキル化後、トリプシン消化し、
抗 CDCA 抗体を固定化したゲルを用いて、
CDCA 結合ペプチドを選択的に抽出する。
MALDI-TOF/MS および nanoLC/ESI-MS/MS
によりラベル化ペプチドを特定し、それらの
アミノ酸配列を解析して CDCA 固定化部位
を特定する。それらのデータをもとに、GH
に対する CDCA 結合部位を調べる。 
 
（３）胆汁酸シグナル伝達解析法の構築 
 胆汁酸のシグナル伝達パスウェイにおけ
るリン酸化修飾の関わりを明らかにするた
め、ブロモ基含有チオール化合物を新たに調
製し、これを用いるリン酸基特異的誘導体化
法を構築する。まず、タンパク質混合試料を
還元アルキル化後、水酸化バリウム共存下で
ブロモ基含有チオールを作用させる。過剰な
試薬を除去後、トリプシンを用いて酵素消化
して nanoLC/ESI-MS/MS に付し、擬似ニュー
トラルロス解析により、複雑な混合試料中の
リン酸化ペプチドを選択的に解析し、本法の
実用性を実証する。 
 
４．研究成果 
 CDCA を固定化した cleavable affinity gel に
対して、ラット肝細胞質画分あるいは HepG2
細胞由来の細胞質画分を混合し、CDCA 結合
タンパク質を捕捉した。結合タンパク質を上
清に回収した後、そのまま還元アルキル化し
て全タンパク質を酵素消化した。それらを
nanoLC/ESI-MS/MS 分析し、結合タンパク質
の同定を試みたところ、肝細胞内で胆汁酸と
結合することが知られている aldo-keto 
reductase family member 1（別名：dihydrodiol 
dehydrogenase）や maleylacetoacetate isomerase
（別名：glutathione S-transferase）の他、bile salt 
sulfotransferase や bile acid-CoA: amino acid 
N-acyltransferase などの酵素類も捕捉された。
また、ラット肝及び HepG2 細胞のどちらにお
いても、peroxiredoxin-1 が効率的に濃縮され
ることが判明した。そればかりか、リンカー
を 3α位水酸基あるいは 24 位カルボキシル基
を起点として調製した 2 種のゲルを用いて得
られた結果を相互に比較することにより、各
タンパク質と胆汁酸との結合様式を推測で
き る こ と が 判 っ た 。 特 に 、 dihydrodiol 
dehydrogenase はどちらのゲルでも効率よく
濃縮されることから、分子の両末端部分に対



するタンパク質の認識が甘いことが示唆さ
れたのに対し、他の多くのタンパク質は、側
鎖カルボキシル基からリンカーを接続した
ゲルを用いる方が効率よく濃縮されること
から、それらがステロイド骨格部分を認識す
ることが示唆された。以上、今回開発した方
法は、薬物などの小分子と結合するタンパク
質を網羅的に解析できることから、その作用
機序の解明や副作用発現メカニズムの調査
にも有効であり、今後、創薬研究の進展に果
たす役割は大きいものと期待される。 

次に、モデルとして用いた HeLaS3 細胞に
胆汁酸を添加したときの変動タンパク質を
解析したところ、α-enolase や peroxiredxin-1
の翻訳後修飾の変化と思われるスポットの
変動が確認された。前者は解糖系に関与する
酵素であり、後者は酸化還元酵素であるが、
上記の結果を併せて考えると、胆汁酸による
酸化ストレスに、peroxiredoxin-1 が密接に関
与している可能性が考えられた。従来から胆
汁酸の酸化ストレスへの関与が指摘されて
おり、今後の研究の進展により新たな創薬タ
ーゲットの創出が期待できる。 

一方、GH に対する CDCA アシルアデニレ
ートのアフィニティーラベル化の結果、Lys55、
Lys196あるいは Lys205に CDCA が 1 分子結合
していることが判明した。これらのリジン残
基は、いずれも GH のレセプター結合部位と
は異なる一つの空間を共有しており、この近
傍で CDCA が結合する可能性が示唆された。 
 次いで、シグナル伝達解析において重要と
なるタンパク質のリン酸化修飾解析法につ
き検討した。まず、リン酸基の β-脱離とそれ
に続く α,β-不飽和ケトンへのチオールのマイ
ケル付加を活用したリン酸化タンパク質の
特異的解析法の構築を試みた。まず、新規誘
導体化試薬 2-(p-ブロモベンゾイル)アミノエ
タンチオールを調製したところ、これがセリ
ン、スレオニンのリン酸化修飾部位に定量的
に導入可能なことが判明した。しかも、誘導
体化部位は安定なため、MS/MS により誘導体
化セリンあるいは誘導体化スレオニンの形
でニュートラルロスすることが判り、これを
利用すると、リン酸化タンパク質を容易に特
定できることが判明した。そればかりか、試
薬に導入したブロモ基は 2 マスユニット差の
約 1：1 の特徴的な同位体パターンを示すた
め、これをニュートラルロスと組み合わせる
ことにより、複雑な混合物中のリン酸化ペプ
チドを極めて効率的に特定でき、同時に
MS/MS 解析によりそのアミノ酸配列をも容
易に解析できることが明らかとなった。本法
は、複雑なタンパク質混合物中のリン酸化部
位を極めて効率的に見極めることが可能な
ことから、実用性の高いリン酸化タンパク質
解析法としてシグナル伝達メカニズム解明
に役立つものと期待される。 
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